
 

 

  دارویی گیاه از ژنومی RNA استخراج مختلف یها روش مقایسه

 (Achillea millefolium) بومادران
2معماری رجبی حمید ،1اصل جاودان مریم

 4قهفرخی راهنما افراسیاب و 3احمدی نباتی داریوش ،*

 

 
 اهواز چمران شهید دانشگاه ،نباتات اصلاح و زراعت ارشد کارشناسی دانشجوی -1

 (memary2004@yahoo.com) اهواز چمران شهید دانشگاه کشاورزی دانشکده ،نباتات اصلاح و زراعت گروه ،استادیار مسئول: نویسنده -*2

 اهواز چمران شهید دانشگاه کشاورزی دانشکده ،نباتات اصلاح و زراعت گروه ،استادیار -3

 اهواز چمران یدشه دانشگاه کشاورزی دانشکده ،نباتات اصلاح و زراعت گروه ،استادیار -4

 

 12/12/1394 پذیرش: تاریخ                                    20/02/1393 دریافت: تاریخ

 

 چکیده
رود و نتمای  اارهمای بعمدی ماننمد      شماار ممی   یک مرحله بسیار مهم به  RNAدر مطالعات مولکولی، استخراج 

Real-TIME PCR  وRACE PCR   به ایفیت و اایمتRNA   روش  تعمدادی بسمتیی دارد    اسمتخراج شمده

استخراج باشد، اما  مؤثر هستند، در دسترس می عادی گیاهاناه برای  بافت گیاه از ال RNAاستخراج  استاندارد

RNA باشمد    های ثانویه مانند ترایبات فنولی مشمکل ممی   در گیاهان با سطوح بالای اربوهیدرات و متابولیت ال

همای   ارزشاند در مراتع ایران است اه حاوی سمطوح بمالایی ار متابولیمت   بومادران از گیاهان دارویی و صنعتی 

ال از آن معرفی نیردیده است  این پژوهش بما   RNAی تاانون روش مناسبی جهت استخراج ولباشد  ثانویه می

RNX(Plus-)امل شمامل اسمتخراج بما بمافر       RNAهدف شناسایی بهترین روش از بین سمه روش اسمتخراج   
TM ،

های گل و برگ بومادران انجام گردید  نتای  نشان داد اه از بین سه روش،  الروفورم از بافت-د و فنلالرای لیتیم 

RNA محدوده ( در 280/260طول موج  )باالروفورم دارای اایت و ایفیت بالایی -استخراج شده با روش فنل

هما از   فنل ویژه پلی های ثانویه به تساااریدها و متابولی باشد  این موضوع به دلیل حذف پلی می 8/1-2قابل قبول 

هامین دلیمل ایمن روش جهمت اسمتخراج       گردد  به  می RNAمحتویات سلولی بافت گیاه موجب استخراج بهتر 

RNA گردد  از این گیاه ارزشاند در مطالعات بعدی پیشنهاد می 
 

RNX(Plus-) بافر الراید، لیتیم الروفورم،-فنل ،RNA استخراج بومادران، :ها واژه الید
TM  

 

 مقدمه
 با وجود تنوع بیولوژیکی و شیمیایی زیاد در گیاهان،

  دسترس در RNA استخراج عمومی روش هیچ تاکنون

 ؛Gonzalez-Mendoza et al., 2008) باشد نمی

Jones et al., 1997). های گونه که ییآنجا از 

  متفاوتی رفتار ،گیاهان متفاوت های بافت و مختلف

  استفاده برای (DNA یا )و RNA استخراج طول در

 های روش رو  ینا از ،نددار مولکولی مطالعات در

 است یدهگرد ابداع RNA استخراج برای مختلفی
 

(MacRae, 2007). 

  و مشکل تواند می گیاه کل RNA جداسازی

  زیرا .(Wadsworth et al., 1998) باشد بر زمان

 ادزی مقادیر وجود مانند مشکلاتی با ها شرو این

 انواع ،RNase آنزیم از زیادی سطوح ساکارید، پلی

 اسید کم غلظت ها، تانن مانند فنولی ترکیبات مختلف

 لیگنین مانند هایی بافت ،آب( زیاد )مقدار نوکلئیک

 مواجه غیره و است مشکل آن تجزیه که ،)چوب(

 به توجه با ،یبردار نمونه های روش علاوه به باشند. می
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 از ای گسترده طیف از استفاده ردمو های بافت که این

 روی تواند می اند، شده تشکیل کردکار و سلول انواع

 استخراج در ،RNA تجزیه کاهش و بازدهی میزان

 (.MacRae, 2007) باشد اثرگذار

 کل ژنومی RNA استخراج برای یمتفاوت های روش

  به ،است گردیده پیشنهاد گیاهان مختلف های گونه در

 RNA استخراج برای کلروفورم-فنل وشر از مثال عنوان

 است شده استفاده سویا و ؛ذرت ؛مانگو مثل گیاهانی از

(Lopez-Gomez and Gomez-Lim, 1992 ؛

Wadsworth et al., 1998؛Ahangaran  

et al., 2009 ؛Wang and Ghabrial, 2002) .

 گیاه مانند گیاهانی از RNA استخراج برای چنین هم

 Aeluropus گیاه و ؛ارگیلن ؛آرابیدوپسیس مدل

littoralisاستخراج جهت و 1ترایزول روش از ؛ RNA 

 درختانی و ؛Fritillaria unibracteata گیاه از

 است گردیده استفاده CTAB روش از کاج مانند

(MacRae, 2007 ؛Cruz et al., 2011؛ 

 Nasiri et al., 2011 ؛Hou et al., 2011 ؛

Chang et al., 1993.) 

 دارویی گیاهان های بافت خاص های ویژگی یلدل  به

 ویژه به ثانویه های متابولیت از مختلفی سطوح دارای که

 کیفیت با ها آن از RNA استخراج باشند، می ها فنول پلی

 با مراز، پلی ای زنجیره های واکنش جهت مناسب کمیت و

؛ MacRae, 2007) است همراه زیادی مشکلات

Sharma et al., 2002) باید محققان از سیاریب و 

 استخراج برای مناسب روشی یافتن صرف را زیادی زمان

RNA های روش هرچند نمایند. مدنظرشان گیاه از 

 های بافت از ژنومی RNA استخراج جهت گوناگونی

 حال به تا اما است، گرفته صورت مختلف دارویی گیاهان

 RNA استخراج روش چند از استفاده بر یمبن گزارشی

 و مقایسه و 2برگ هزار بومادران دارویی گیاه از ژنومی

 گیاهان از بومادران است. نشده ارائه روش بهترین معرفی

                                           
1- Trizol 

2- Achillea millefolium 

 در خودرو طور هب که است 3ها ای ستاره گل خانواده

 مختلف نقاط کوهستانی نواحی و ها جاده کنار ها، دشت

 ها، گل (.Zargari, 1996) روید می اروپا و ایران

 .دارند دارویی خاصیت بومادران یشیرو پیکر و ها برگ

 صنایع در یبسزائ اهمیت از بومادران گیاه ایران در

 در گیاه این است. برخوردار دارویی و بهداشتی آرایشی،

 صفرا و کبد بیماری معده، روده، اختلالات درمان

 دهنده افزایش داروی عنوان به برآن علاوه و شده استفاده

 گردد می استفاده پوستی های التهاب و زخم درمان اشتها،

(Benedek and Kopp, 2007.) Tozyo و 

 بومادران های گل عصاره داشتند، اعلام (1994) همکاران

 باشد. می سرطانی های سلول روی بر مثبت تأثیر دارای

 ضعف مانند عصبی های بیماری در بومادران گیاه

 مفید اثر آور تشنج های قولنج و صرع هیستری، اعصاب،

  (.Zargari, 1996) دارد

 میکروبی، ضد اثرات بومادران مختلف های فرآورده

 نشان اکسیدانی  آنتی خواص و تومور ضد ،التهاب ضد

 RNA به دسترسی .(Potrich et al., 2010) اند داده

  مرتبط کارهای انجام جهت مناسب کیفیت با ژنومی

 ،real-time PCR )مانند ژنتیک مهندسی با

Northern blot) ینمحقق ضروری یازهاین جمله از 

 از زیادی پارامترهای فهد این به رسیدن جهت .است

 و کار انجام ی هزینه استفاده، مورد شیمیایی مواد جمله

 به توجه با .است مهم بسیار استخراج زمان مدت چنین هم

 RNA استخراج ،بومادران ارزشمند گیاه بسیار اهمیت

 مهندسی ،ژن انبی یبررس منظور به گیاه این از مطلوب

 ضروری امری مولکولی بیولوژی مطالعات و متابولیک

 با استخراج های روش مقایسه تحقیق این از هدف .است

RNX(Plus-) بافر
TM، و کلروفورم-فنل و کلراید یتیمل 

 با ژنومی RNA استخراج برای گزینه بهترین ابانتخ

 برگ هزار بومادران گیاه در مطلوب کمیت و کیفیت

 اشد.ب می

                                           
3- Asteraceae 
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 ها روش و مواد
 موادگیاهی

 Achillea) بومادران برگ و گل های نمونه

millefolium ) باغ از تحقیق این در استفاده مورد 

 پزشکی علوم دانشگاه داروسازی دانشکده شناسی گیاه

 .گردید آوری جمع گلدهی مرحله در شاپور  جندی

 و بندی بسته آلومینیوم فویل در برداشت از پس ها نمونه

 -196 دمای )با مایع نیتروزن حاوی فلاسک در اًفور

 آزمایشگاه به و هگرفت قرار گراد( سانتی درجه

 طولانی نگهداری جهت و شدند منتقل بیوتکنولوژی

 .ندشد داده قرار گراد سانتی درجه -80 دمای در مدت

 گیاه برگ و گل بافت از ال RNA استخراج

 بومادران

 شروع از قبل RNase آنزیم حذف منظور به

 تیوب، قبیل از مربوطه وسایل کلیه ،RNA استخراج

 121 دمای در دقیقه 20مدت به مرتبه دو ،فالکون و نهاو

 تا شدند اتوکلاو ،1بار 2/1 فشار و گراد سانتی درجه

 استفاده مورد های محلول تمام شوند. استریل کامل طور به

 ه)ب DEPC با شده تیمار آب با درصد 75 اتانول قبیل از

 کارگیری به برای ابتدا در شدند. تهیه (1000 به 1 نسبت

 و گل بافت از گرم میلی 100 استخراج، های روش همه

 هاون درون مایع، نیتروژن وسیله به را بومادران برگ

 تیوب به و نموده پودر ،استریل و پایین دمای دارای چینی

 شد. داده انتقال سرد لیتری میلی 2 های

 لیتیم از استفاده با ال RNA استخراج روش

 الراید

 روش طبق گل های نمونه کل RNA روش این در

Channuntapipat شد استخراج (2001) همکاران و. 

 جدول طبق لازم مواد ،کلراید لیتیم بافر تهیه برای ابتدا در

 گاه آن شد، رسانده لیتر 1 حجم به مقطر آب با (1)

 1000 .گرفت انجام زیر شرح به RNA استخراج مراحل

 مخلوط از میکرولیتر 800 و کلراید لیتیم بافر میکرولیتر

 اضافه به (Tris-HCl، 8= pH) تریس بافر با اشباع فنل

                                           
1- Bar 

 و 1:24:25 نسبت به ترتیب به الکل ایزوآمیل و کلروفرم

 100) شده پودر نمونه هر به 2مرکاپتواتانول میکرولیتر 10

 مدت به حاضر مخلوط گردید. اضافه تیوب در گرم( میلی

 4 دمای در دقیقه 15 مدت به سپس و ورتکس دقیقه یک

 (rpm) دقیقه در دور 14000 با گراد سانتی درجه

 لیتری میلی 2 میکروتیوب به روشناور مایع شد. سانتریفیوژ

 مولار 4 کلراید لیتیم آن حجم هم و شد منتقل جدید

 درجه -20 فریزر در ساعت 2 مدت به ها نمونه شد. افزوده

 با دقیقه 15 مدت به ها نمونه شدند. داده قرار گراد یسانت

 گراد سانتی درجه 4 دمای و دقیقه در دور 14000

 400 در حاصل رسوب سپس گردیدند. سانتریفیوژ

 70 اتانول حجم، برابر دو استریل، مقطر آب میکرولیتر

 میکرولیتر 40 و میکرولیتر 800مقدار به سرد درصد

 ها تیوب شد. حل = 4/5pH با مولار سه 3سدیم استات

 4 دمای و دقیقه در دور 14000 در دقیقه 15 مدت به

 روشناور مایع سپس شدند. سانتریفیوژ گراد سانتی درجه

 شستشو سرد درصد 70 اتانول با رسوب و شد ریخته دور

 دقیقه در دور 4000 با دقیقه 5 مدت به و شد داده

 و رروشناو مایع کردن خارج از پس شد. سانتریفیوژ

 40 در RNA حاوی رسوب ها، تیوب شدن خشک

 و حل DEPC با شده تیمار استریل مقطر آب میکرولیتر

 درجه -80 فریزر به مدت طولانی استفاده برای

 گردید. منتقل گراد سانتی

-ال با استفاده از روش فنل RNA استخراج

 الروفرم
های گل و  کل نمونه RNAدر این روش استخراج 

 Wang and Ghabrial ق روشبرگ بومادران طب

( صورت گرفت. برای تهیه بافر استخراج، مواد 2002)

این مواد را در آب  استفاده گردید. (2)لازم طبق جدول 

آن با استفاده از  pHحل نموده و  DEPCشده با  تیمار

به سنج  pHو دستگاه  4مولار و سود 1اسید کلریدریک 

گیری ذکرشده  میکرولیتر بافر عصاره 300 رسانده شد. 9

                                           
2- Mercaptoethanol  

3- NaOAc 

4- NaOH 
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گرم بافت گل بومادران  1/0در بالا به میکروتیوب حاوی 

 300به محتویات میکروتیوب  پودر شده اضافه شد.

بود  7-8آن  pHکه  TE لیتر فنل کالیبره شده با بافر میلی

آرامی  گردید و تیوب به )ساخت شرکت سیناژن( اضافه

 6میکرولیتر کلروفرم و  150شد. سپس  چندبار سروته

(، 1:24الکل اضافه نموده )نسبت  میکرولیتر ایزوآمیل

چند بار سروته گردید. میکروتیوب به مدت  یکروتیوبم

دقیقه در  4فریزر نگهداری و سپس به مدت  دقیقه در 5

گراد با  درجه سانتی 4ی در دقیقه و با دما دور 13000

استفاده از دستگاه، سانتریفیوژ شد. در این حالت سه فاز 

آرامی از سطح  مایع روشناور به (.1 ردید )شکلتشکیل گ

رسوب جدا شد و به یک میکروتیوب استریل جدید 

کلروفرم -منتقل و در صورت شفاف نبودن دوباره فنل

دقیقه ماندن در فریزر  5ایزوآمیل الکل اضافه و پس از 

مجدداً سانتریفیوژ گردید. پس از انتقال مایع رویی شفاف 

برابر حجم مایع رویی  5/1-2میکروتیوب جدید  به یک

 3حجم مایع رویی استات سدیم  1/0اتانول مطلق سرد و 

 مدت یک اضافه گردید. میکروتیوب به pH= 5مولار با 

توان در صورت  ساعت در فریزر قرار داده شد )می

کمبود وقت در این مرحله یک شب میکروتیوب را در 

 رسوب کند. پس از بیرون RNAتا  فریزر نگه داشت(

دقیقه در  16مدت   آوردن میکروتیوب از فریزر، به

گراد  درجه سانتی 4دور در دقیقه و دمای  13000

سانتریفیوژ گردید. پس از حذف مایع روشناور، با اضافه 

درصد سرد رسوب شسته  70میلی لیتر اتانول  1کردن 

دقیقه  4مدت  حاوی اتانول به های یکروتیوبشد، سپس م

گراد  درجه سانتی 4قه ودمای دور در دقی 13000با 

سانتریفیوژ گردید. مجدداً مایع روشناور حذف و 

ها در زیر هود قرار گرفت تا اتانول کاملاً  میکروتیوب

تبخیر و میکروتیوب عاری از آن گردد. در این حالت 

RNA صورت گلوله سفیدی   است و به رسوب یافته

میکرولیتر آب  20-40شود. در نهایت  دیده می

به رسوب  DEPC استریل یا آب تیمار شده بامقطر

RNA  اضافه و رسوب در آب کاملاً حل گردید و

های بعدی در  شده برای استفاده استخراج RNAنمونه 

 گراد نگهداری شد. درجه سانتی -80فریزر 
 

 الراید لیتیم بافر لیتر میلی 25 تهیه در استفاده مورد مواد -1 جدول

Table 1. Reagents for preparation of 25 ml of lithium chloride buffer 
 لازم مواد

Reagents 
 استفاده مورد غلظت

Concentraction 
 نیاز مورد میزان

Quantity 

Tris-HCl 
 مولار 1/0
8 = pH 

 گرم394/0

LiCl 1/0 گرم 105/0 مولار 

Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) 
 مولار 01/0

8 = pH 
 گرم 093/0

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 1% لیتر میلی 25/0 حجمی 

Polyvinyl Pyrrolidine (PVP) 5% لیتر میلی 25/1 حجمی 

Sodium Sulfite (Na2So3) 2% لیتر میلی 50/0 حجمی 

 

 الروفورم-فنل روش به استخراج بافر لیتر میلی 50 تهیه در استفاده مورد مواد -2 جدول

Table 2. Reagents for preparation of 50 ml of extraction buffer by phenol-chloroform method 
 لازم مواد

Reagents 
 استفاده مورد غلظت

Concentraction 
 نیاز مورد میزان

Quantity 
Glycine 0.1 M 0.375 g 

NaCl 0.1 M 0.292 g 
EDTA 0.1 M 0.186 g 
Mercaptoethanol 0.1 v/v 0.50 ml 
SDS 1 % v/v 0.50 ml 
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 RNA استخراج در فاز 3 تشکیل -1 شکل

Fig. 1. Formation of three phases in RNA extraction 

 

RNX(Plus-روش) بهRNA  استخراج
TM 

RNX(Plus-) بافر از استفاده با
TM (شرکت 

  شد: استخراج زیر دستورالعمل طبق RNA (،سیناژن

  گرم میلی 100 حاوی لیتری میلی 2 میکروتیوب به

  استخراج محلول از میکرولیتر 1000 ،شده پودر بافت

(Plus-)RNX
TM میکرولیتر 200 د.گردی هاضاف سرد 

 شده هموژنیزه بافت حاوی میکروتیوب به کلروفورم

 بافت تا شد ورتکس ثانیه 5 -10میکروتیوب شد. اضافه

 دمای در دقیقه 5 مدت به و شود هموژنیزه کاملاً گیاهی

 دست با میکروتیوب ثانیه 15 مدت به شد. داده قرار اتاق

 به نمونه کردن(. ورتکس )بدون شد سروته آرامی به

 قرار گراد سانتی درجه 4 دمای یا یخ روی دقیقه 5 مدت

 دور 12000 سرعت با دقیقه 15 مدت به نمونه شد. داده

 شد. سانتریفیوژ گراد سانتی درجه 4 دمای در دقیقه در

 5/1 میکروتیوب یک به ورشنارو فاز سانتریفیوژ، از پس

 شد، داده انتقال RNase از عاری جدید لیتری میلی

 آن حجم هم میزان به و میانی( فاز تخریب )بدون

 آرامی به میکروتیوب شد. اضافه آن به سرد ایزوپروپانول

 شد. داده قرار یخ روی دقیقه 15 مدت به و شد سروته

 دقیقه در دور 12000 سرعت با دقیقه 15 مدت به نمونه

 مایع سپس شد. سانتریفیوژ گراد سانتی درجه 4 درمای در

 75 اتانول لیتر میلی 1 میزان به و شده ریخته دور شناوررو

 تا گردید ورتکس آرامی به و شد  اضافه آن به درصد

 8 مدت به سپس و شود جدا میکروتیوب ته از رسوب

 درجه 4 دمای در دقیقه در دور 7500 سرعت با دقیقه

  مایع سانتریفیوژ، از پس شد. سانتریفیوژ گراد سانتی

 رسوب شدن خشک منظور به و شد هریخت دور شناوررو

 صورت در) شد. گذاشته اتاق دمای در کم مدت به

 کاهش رسوب پذیری انحلال ،کامل شدن خشک

 با شده تیمار آب میکرولیتر 50 در رسوب .یابد( می

DEPC کامل شدن حل برای شد. حل RNA 

 درجه 55-60 دمای در دقیقه 10 مدت به وبمیکروتی

 شد. داده قرار گرم آب حمام در گراد سانتی

 در ژنومی آلودگی حذف برای DNase تیاار

RNA 
RNAدارای است ممکن شده استخراج کل ی 

 RT-PCR انجام از قبل یجهدرنت باشد. DNA آلودگی

 حذف آلودگی باید حتماً غیره و PCR  RACEیا و

 از شده استخراج RNA از DNA حذف منظور به گردد.

 طبق آلمان Fermentas شرکت DNase آنزیم

 شد.  استفاده کیت در موجود دستورالعمل

 استخراجی RNA اایت و ایفیت بررسی

RNA طی برگ و گل عصاره زا شده استخراج 

 بوده ناخالصی دارای جداسازی و سازی خالص فرآیند

 های آنزیم با واکنش عدم و آن غلظت کاهش موجب که

 و کیفیت تعیین برای بنابراین شود. می همانندسازی

 ژل الکتروفورز روش دو از استخراجی RNA کمیت

 بررسی منظور به شد. استفاده اسپکتروفتومتر و آگارز
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 درصد 1 آگارز ژل از شده استخراج RNA کیفیت

با دو  RNA از میکرولیتر پنج مقدار شد. استفاده

 داخل در و شد مخلوط 1یبارگذارمیکرولیتر بافر 

   به 90 ولتاژ با الکتروفورزو گردید تزریق چاهک

 ژل دستگاه توسط سپس .شد انجام دقیقه 30 مدت

 مشاهده RNA باند فرابنفش پرتو وسیله به 2داکیومنتیشن

  وجود بررسی چنین هم .شد  انجام تصویربرداری و

RNA روش به آن غلظت گیری اندازه و محلول در 

 و کیفیت بررسی روش ترین راحت که تومتریاسپکتروف

 با دستگاه ابتدا گردید. انجام است، RNA غلظت

 (RNA )حلال مقطر آب میکرولیتر 100 از استفاده

 280A و 260A یها موج طول در که زمانی .شد کالیبره

  است. شده کالیبره ،دهد نشان را صفر عدد دستگاه

  نسبت به کووت داخل ،دستگاه کردن کالیبره از پس

  از میکرولیتر 2 و استریل مقطر آب میکرولیتر 98

RNA شد مخلوط آرامی به سمپلر با و ریخته ژنومی 

 موج طول در و نشکند( RNA که شود دقت )باید

 چگالی و گرفت قرار آزمایش مورد نانومتر 280/260

 توسط نوری جذب حداکثر گردید. تعیین 3نوری

 نانومتر 260 موج طول در (RNA) نوکلئیک اسیدهای

 محدوده در 280A/260A نوری جذب نسبت اگر است.

 نوکلئیک یدهایاس توسط رفاًص نور جذب باشد، 2-8/1

 نوکلئیک اسید بالای خلوص نشانگر و گرفته  صورت

 و است برخوردار مطلوبی کیفیت از RNA پس است،

-Gonzalez) نمود استفاده بعدی کارهای در توان یم

Mendoza et al., 2008.) 8/1 از کمتر یها نسبت 

 یا و فنل پروتئین، لحاظ از ها نمونه که است این گر نمایان

 ناخالصی بنفش ماورای اشعه یها کننده جذب دیگر

 آلودگی دهنده نشان ،2 از بیشتر های نسبت است. داشته

DNA آنزیم از باید و است DNase شود استفاده. 

                                           
1- Loading Buffer  

2- Gel Documentation 

3- Optical Density (OD) 

 بحث و نتای 

RNA بومادران برگ و گل یها بافت از استخراجی  
 

 یابی کیفیت درصد 1 آگارز ژل روی بر بارگذاری با

 به مربوط نتایج در مورداستفاده، روش سه بین از شدند.

 به مربوط مجزای باندهای وجود کلروفورم،-فنل روش 

s28 وs18 بدون و وضوح به (2) شکل در که ریبوزومی 

 ننشا یکپارچه و سالم صورت به و شکستگی و تخریب

 و s18و s28 باند دو بین اسمیر وجود اند، شده داده

 باند به نسبت s28 باند ضخامت بودن برابر دو چنین هم

s18 کیفیت بودن بالا از حاکی RNA شده استخراج 

 و شده استخراج RNA بالای میزان گاهی البته دارد.

 باندها واضح مشاهده از مانع شده خرد هایRNA وجود

 این ها،mRNA اندازه بودن فاوتمت دلیل به شود. می

 و نبوده مشاهده قابل ژل روی بر وضوح به هاRNA نوع

 هایRNA به مربوط باندهای بین در اسمیر صورت به

دست آمده از روش   نتایج به شوند. می یدهد ریبوزومی

ها پس از  اسپکتروفتومتری که غلظت و کیفیت نمونه

گیری شده،  نانومتر اندازه 260طول موج  رقیق شدن در

 گردیدند.   با یکدیگر مقایسه

شده از   استخراج RNAی غلظت  برای محاسبه

 فرمول زیر استفاده شد.

Xng/l = OD260  50 

(X  غلظت =RNA رشته تک )ای در نمونه 

های لیتیم  استخراجی توسط روش RNAکیفیت 

RNX(Plus-کلراید، )
TMترتیب  کلروفرم به-، فنل

گرم بر میکرولیتر بود. این نتایج نانو 93/1، 97/1، 84/1

RNX(Plus-) نشان داد که روش استخراجی با بافر
TM 

شده را در بین  استخراج RNAدارای بالاترین کیفیت 

شده نیز  های استخراجRNAاین سه روش است. غلظت 

 2905و  2120، 1715محاسبه گردید که به ترتیب 

ارای د یدنانوگرم بر میکرولیتر بود. روش لیتیم کلرا

استخراجی بود. هر چند روش  RNAکمترین میزان کل 
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RNX(Plus-استخراج با بافر )
TM  میزان کیفیت

دنبال آن   و به cDNA معقولی برای ادامه کار و ساخت

کلروفرم  -را دارا بود، ولی روش فنل PCRانجام روش 

 RNAچنین، میزان  با داشتن کیفیت خوب و هم

استخراج  RNAتنها  استخراج شده بالا انتخاب شد و

شده از این روش برای مراحل بعدی تحقیق مورد استفاده 

مطابق شکل  RNAقرار گرفت. بهترین حالت جدا شدن 

بود. این حالت شامل سه فاز کاملاً مجزا از یکدیگر  (1)

نوکلئیک  است که فاز اول، مایع روشناور محتوی اسید

از تجمع   )فاز شفاف(، فاز دوم رسوب حاصل

ها و سایر بقایای سلولی  ها، رنگدانه هیدرات، پروتئینکربو

 کلروفرم-و فاز سوم که در انتها قرار دارد شامل فنل

الکل است. درصورت اختلاط این فازها با فاز  ایزوآمیل

های  روشناور شفافیت این فاز کمتر شده و آلودگی

شوند.  حاصل مانع از انجام درست بقیه مراحل تحقیق می

کلروفرم، -دگی فاز رویی در روش فنلدر صورت آلو

 کلروفرم-کردن مجدد مخلوط فنل می توان با اضافه

دقیقه قرار دادن در فریزر  5الکل و پس از  یزوآمیلا

دوباره عمل سانتریفیوژ را انجام داد تا مایع روشناور 

 دست آید. پوست دست انسان همواره آغشته  شفافی به

 ت آزمایشگاهی است و لذا کلیه تجهیزا RNAaseبه 

 شوند. بنابراین هنگام کار با  به این آنزیم آلوده می

RNA  استفاده از دستکش موجب افزایش راندمان 

های تازه گل و برگ کیفیت  در کل نمونه شود. کار می

سنجی توسط   یند کیفیتآبالاتری از خود طی فر

اسپکتروفتومتر و ژل الکتروفروز نشان دادند. در طی 

 RNAگرفته مشخص شد، کیفیت   اممشاهدات انج

گیری شده  به چگالی نوری اندازه  استخراجی با توجه

مراتب   زده به های یخ ها توسط اسپکتروفتومتر در نمونه آن

پذیری  های تازه بوده و میزان تجزیه نمونه تر از پایین

RNA ازای هر بار ذوب شدن افزایش و میزان  به

متعدد ژل هم نشان  نتایج یابد. می چگالی نوری کاهش

زده و ذوب و  های یخ داد، افزایش عمر یخچالی نمونه

ها باعث کاهش ضخامت باندهای  منجمد شدن متوالی آن

شود.  شده روی ژل و گاهی عدم وجود آن می  مشاهده

  های ثانویه به ساکاریدها و متابولیت برای حذف پلی

خراج از محتویات سلولی بافت گیاه، است ها فنل ویژه پلی 

RNA کلروفورم روش بسیار مؤثری است -با فنل

(Wang et al., 2005مرکاپتواتانول به .)   کار رفته در

وسیله   به RNaseاین روش برای جلوگیری از فعالیت 

سولفیدی  سولفیدی )این پیوندهای دی احیا پیوندهای دی

علاوه برای  ضروری هستند( و به RNaseبرای فعالیت 

عنوان  کار رفته و به اسیون نمونه بهجلوگیری از اکسید

فنلی که باعث  شدن مواد پلی اکسیدان از اکسیده آنتی

گردد،  شده می  استخراج RNA 1ای شدن رسوب قهوه

چنین  (. همWang et al., 2005کند ) جلوگیری می

توان اثر بازدارندگی فنل را با شستشوی خوب اسید  می

با کیفیت  RNAنوکلئیک و حذف فنل از بین برد و از 

 سود جست. PCR برای فرآیند

مورد استفاده در این  EDTAذکر است که   قابل

عنوان کوفاکتور  های منیزیم که به روش، از فعالیت یون

های نوکلئاز هستند، جلوگیری  جهت فعالیت آنزیم

ی لیپیدهای  کننده عنوان حذف به SDSکند و ماده  می

هسته، مطرح  یوارهسلولی و د یوارهغشایی، شکستن د

 RNAچنین به جدا شدن ترکیبات پروتئینی از  بوده و هم

 کند. کمک می

استخراج شده از گل و  RNAذکر است که   به  لازم

برگ هر دو دارای کیفیت و کمیت مناسبی بودند، ولی 

RNA  استخراجی از گل دارای کیفیت و کمیت بیشتری

 ای مورده دلیل بیان بیشتر ژن به برگ بود و این به نسبت

همین جهت،   نظر در اندام گل گیاه بومادران است. به

RNA شده از گل برای ساخت  استخراجcDNA  مورد

  استفاده قرار گرفت.

                                           
1- Pellet 
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  RNA: 1، چاهکs18و s28استخراج شده روی ژل آگارز بیانیر باندهای  RNAنتای   -2شکل 

 شرات فرمنتاز kb 1: مارار مولکولی Mچاهک  ،گل RNA: 3و 2های  برگ، چاهک

Fig. 2. Results of extracted RNA on agarose gel shows 18s and 28s bands, Well 1: 
 Leaf RNA, wells 2 and 3: Flower RNA 

 

دهد  می طورکلی نتایج حاصل از این پژوهش نشان به

کلروفورم، -شده، روش فنل که در میان سه روش انجام

از گیاه بومادران  ،RNAروش مناسب برای استخراج 

برای  ژنومی بالا RNAاست. در این روش مقدار 

PCR، آنالیز بیان ژن، real-time PCR  و تجزیه و

آید. مجموعه عوامل  دست می های مولکولی به تحلیل

ژنومی استخراج شده از  RNAفوق باعث گردیدند تا 

 های گیاه بومادران از کیفیت و کمیت  ها و گل برگ
 

 دار باشد.مناسبی برخور

 گیری نتیجه

کلروفورم جهت -توان گفت روش فنل در کل می

های  با کیفیت و کمیت مطلوب از نمونه RNAاستخراج 

ترین روش  هزینه برگی و گل گیاه بومادران بهترین و کم

ها محسوب  در مقایسه با سایر روش RNAاستخراج 

 گردید.
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